Em busca de Correlatos de Prote¢cdo para dengue (Dengue Protect study):
comparagdo dos efeitos da infeccdo pela dengue com os efeitos da administracao

da Vacina Qdenga em Diferentes Grupos Etarios

Unidade de Pesquisa Clinica
Centro de Terapias Avancadas e Inovadoras
UFMG

2023

Vi Dengue Protect 31Ago02023



1. Titulo

Em busca de Correlatos de Protecdo para dengue (Dengue Protect study): comparagao dos
efeitos da infec¢do pela dengue com os efeitos da administragdo da Vacina Qdenga em Diferentes

Grupos Etarios

2. Pesquisadores participantes

Responsaveis
Mauro Martins Teixeira, UFMG
Fatima Brant, UFMG
Fernanda Tana, UFMG
Lisia Esper, UFMG
Pedro Almeida, UFMG

Colaboradores:
Ana Carolina Dias, Target
Adelino Melo, Target

Carolina Lucas, Yale

Vi Dengue Protect 31Ago02023 2



3. Resumo

O virus da dengue (DENV), pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus, ¢ um
agente patogénico de extrema relevancia na saude publica global. O DENV ¢ um dos mais
importantes agentes causadores de doengas transmitidas por mosquitos no mundo, com cerca de
390 milhdes de infec¢des estimadas anualmente. A principal dificuldade no desenvolvimento de
uma vacina eficaz reside na complexidade do DENV que apresenta quatro distintos sorotipos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), cada um capaz de causar infec¢do, doenga e morte.
Um grande obstaculo até o momento est4 no desenvolvimento de uma vacina que ofereca
protecdo abrangente contra todos os tipos virais. Outro obstaculo relevante ¢ a falta de correlatos
imunologicos de protecdo, o que dificulta a avaliagdo da eficdcia vacinal. O objetivo principal
deste estudo ¢ comparar a resposta imune de individuos com diferentes faixas etdrias que
foram vacinados com a Qdenga com aqueles infectados pela dengue. Nossa abordagem
envolve a andlise de multiplos pardmetros imunolédgicos, incluindo respostas imunologicas
humorais e celulares. Cada um dos coortes sera estratificado por idade (18-60 e > 60 anos) e
status imunologico prévio (ie. individuos previamente infectados ou nao pelo DENV) e
pretendemos avaliar a magnitude e a durabilidade da resposta imunoldgica. Ao comparar a
resposta imune apos a vacinagdo com a resposta gerada por uma vacina reconhecidamente eficaz,
pretendemos identificar correlatos imunologicos de protegdo que estejam associados a eficacia
vacinal. Esta pesquisa ¢ um estudo de coorte prospectiva em que dois coortes principais serao
estabelecidos: Coorte Vacinal: Participantes que receberdao a Vacina QDenga (Takeda); Coorte
infecgdo: Participantes com diagnostico de infeccdo aguda virologicamente confirmada (RT-
PCR ou NSI positivos) pelo DENV. Iremos recrutar 200 participantes (100 em cada coorte),
homens e mulheres, com idades entre 18 € 90 anos, estratificados de acordo com a idade e
exposicao prévia ao DENV (exposi¢do prévia definida como IgG+ para dengue). O estudo sera
de responsabilidade e serd realizado na Unidade de Pesquisa Clinica do Centro de Terapias

Avangadas e Inovadoras da UFMG.
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4. Introducao e Justificativa

O virus da dengue (DENV), pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus, ¢ um
agente patogénico de extrema relevancia na saude publica global. O DENV ¢ um dos mais
importantes agentes causadores de doencas transmitidas por mosquitos no mundo, com cerca de
390 milhdes de infec¢des estimadas anualmente. Transmitido pelo mosquito Aedes aegypti, o virus
da dengue tem distribuig¢do principalmente em regides tropicais e subtropicais [1, 2]. A infeccdo
pelo virus pode resultar em uma ampla gama de manifestacdes clinicas, desde casos assintomaticos
até quadros graves, como a dengue hemorragica, sindrome do choque da dengue, e morte.
Composto por um genoma de RNA de cadeia simples, o virus apresenta quatro diferentes sorotipos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) [3].

Ao longo dos ultimos 75 anos, pesquisadores buscam desenvolver uma vacina segura e
eficaz contra a dengue. Apesar da exploragdo de diversas abordagens vacinais, at¢ o momento
apenas as vacinas utilizando o virus atenuado avancaram em estudos clinicos. A principal
dificuldade no desenvolvimento de uma vacina eficaz reside na complexidade do DENV que
apresenta quatro distintos sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), cada um capaz de
causar infecc¢do, doenca e morte [4]. Um grande obstaculo até o momento esta no desenvolvimento
de uma vacina que ofereca protecdo abrangente contra todos os tipos virais. Outro obstaculo
relevante ¢ a falta de correlatos imunologicos de protecdo, o que dificulta a avaliagdo da eficdcia
vacinal [5]. Além disso, os modelos animais disponiveis ndo conseguem reproduzir
completamente o quadro clinico observado em humanos. A superagdo desses desafios ¢ essencial
para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a dengue.

Recentes avancgos tém trazido esperanga nesse cenario. Duas novas vacinas contra a dengue
que usam em sua formulacdo o virus atenuado alcangaram a fase III dos ensaios clinicos. Uma
delas, chamada TAK-003 e desenvolvida pela Takeda (vendida comercialmente com o nome de
QDenga), recebeu aprovagao regulatoria em paises como Indonésia e Brasil. A vacina foi testada
em paises com elevada endemicidade viral, envolvendo milhares de participantes de diversas
faixas etarias. A TAK-003 é administrada em duas doses vacinais, com intervalo de trés meses
entre as doses. A vacina pode ser utilizada em individuos a partir dos quatro anos de idade,
independentemente do status imunoldgico inicial para a dengue (individuos previamente

infectados ou ndo pelo virus da dengue podem receber a vacina). Os resultados dos ensaios clinicos
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foram promissores, mostrando que a vacina TAK-003 ¢ eficaz na prevencao da dengue em uma
variedade de contextos epidemiologicos [6, 7, 8, 9].

No Brasil, a vacina desenvolvida em colaboragao do Butantan-DV com o Instituto Nacional
de Saude dos Estados Unidos (NIH) estd em fase avancada de estudos fase Il com resultados
bastante promissores [10]. Esta vacina ainda estd em fase de testes e sua aprovagdo aguarda a
finalizagdo dos estudos clinicos e aprovagdo pelas autoridades regulatdrias.

Apesar dos desafios persistentes, o sucesso alcangado nas fases finais dos ensaios clinicos
pela TAK-003 e preliminares com a vacina Butantan-DV abre novas perspectivas na luta contra a
dengue. Estas vacinas representam passos significativos no desenvolvimento de uma vacina segura
e eficaz contra a dengue, capaz de proteger populacdes diversas contra os diferentes sorotipos do
virus.

A resposta imune desencadeada pelo DENV ¢ caracterizada pelo aumento dos niveis
séricos de citocinas pro-inflamatdrias secretadas por macrofagos ao interagirem com linfoécitos T
auxiliares ativados. S3o observados niveis elevados de interleucina-2 (IL-2) e de seu receptor
soluvel, interferon-y (IFNy), interferon-o (IFN-a) que se mantém até a convalescenga, além do
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina 1 B (IL-1B) e o fator de ativacdo de plaquetas
(PAF) [11]. O papel dos macrdofagos e dos linfocitos T auxiliares nesse contexto ¢ fundamental
para o entendimento da patogénese da dengue e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
mais eficazes. E importante notar que, além da resposta imune, caracteristicas especificas do
individuo infectado, como comorbidades e idade do hospedeiro, tem também sido associadas a
evolugado clinica para formas mais graves da doenga.

A idade representa um fator modulador chave dos riscos de desenvolver dengue grave
tanto em infecgdes primarias quanto secundarias. Observa-se que o risco relativo de se desenvolver
formas mais graves da doenga aumentam com a idade do hospedeiro [12]. Portanto, ¢ crucial obter
um entendimento mais claro dessa relagdo visando o desenvolvimento de novas estratégias para o
controle da dengue. Compreender como a idade influencia a gravidade da infeccdo pode ser
essencial para implementar medidas preventivas mais efetivas e adaptadas a diferentes faixas
etarias, contribuindo assim para reduzir o impacto da doenga na populagao.

Na dengue, casos assintomaticos sdo mais frequentes do que casos sintomaticos. No
entanto, uma pequena propor¢ao de infeccdes por DENV pode levar ao desenvolvimento de casos

graves, caracterizados por importante extravasamento de liquido e eventualmente hemorragia [13].
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O mecanismo pelo qual somente alguns individuos progridem para formas graves da dengue ainda
ndo ¢ totalmente compreendido. Frequentemente, tais formas sdo associadas a infec¢do sequencial
com DENVs de diferentes sorotipos provocando uma resposta inflamatdria exacerbada, que
envolve complexa interacdo entre o virus e o hospedeiro. A imunidade humoral desencadeada
contra o sorotipo infectante inicial frente ao sorotipo da infec¢do secundaria, favorece a infecgao
celular, resultando em titulos virais aumentados e ativa¢ao imune desregulada, evento conhecido
como Antibody-dependent Enhancement (ADE) [14, 15, 16]. Embasados em um dos principais
mecanismos fisiopatogé€nicos das formas graves da dengue, torna-se necessario compreender os
mecanismos de interagdo virus-hospedeiro em individuos previamente expostos ou nao aos
distintos sorotipos do DENV.

Sabendo da protecao existente com o uso da vacina QDenga, nossa proposta de estudo visa
validar os correlatos imunoldgicos de prote¢do apds a administragdo desta vacina. Como
comparador, avaliaremos a resposta imune ap6s um episddio de infec¢do pela dengue. Portanto,
neste estudo participantes serdo recrutados de formal longitudinal apos administracdo da primeira
e segunda dose vacinal e os resultados da resposta imune apds a vacinacdo serdo comparados com

aqueles de pacientes diagnosticados com dengue.

5. Objetivos

Objetivo geral: O objetivo principal deste estudo ¢ comparar a resposta imune de individuos
com diferentes faixas etdrias que foram vacinados com a Qdenga com aqueles infectados pela
dengue.

Para alcangar esse objetivo, o estudo empregara uma abordagem abrangente de estudo da
resposta imune que nao foi utilizado nos estudos vacinais. Teremos duas coortes: uma coorte de
individuos vacinados em que se avaliara a resposta imune apos a primeira e segunda dose da
QDenga e um segundo coorte em que avaliaremos a resposta imune em individuos apos um
episodio de infeccdo aguda pela dengue. Nossa abordagem envolve a analise de multiplos
parametros imunologicos, incluindo respostas imunoldgicas humorais e celulares. Cada um dos
coortes sera estratificado por idade (18-60 e > 60 anos) e status imunoldgico prévio (ie. individuos
previamente infectados ou ndo pelo DENV) e pretendemos avaliar a magnitude e a durabilidade

da resposta imunologica. Ao comparar a resposta imune apos a vacinagdo com a resposta gerada
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por uma vacina reconhecidamente eficaz, pretendemos identificar correlatos imunologicos de
protegdo que estejam associados a eficacia vacinal. A validagdo desses correlatos ¢ instrumental
na implementagdo, monitoramento e otimizagdo de vacinas eficazes. Estes correlatos, que podem
ser quantitativos (como titulagdes de anticorpos) ou qualitativos (como analise de fungdes efetoras
de células T ou analises do repertorio de célula B), oferecem uma representagdo direta da protecao
imunoldgica contra infe¢des. Desta forma, pretendemos elucidar os mecanismos de resisténcia,
associados ao controle viral, induzidos ap6s vacinagdo. Nesse contexto, o estudo de anticorpos e
células B desempenha um papel central na compreensdo da imunidade contra infec¢des virais. A
resposta aos virus da Dengue mediada por anticorpos ¢ complexa e paradoxal. Embora anticorpos
neutralizantes sejam cruciais para a protecdo contra o virus, anticorpos nao neutralizantes podem,
em certos contextos, potencializar a infeccdo e agravar o quadro clinico. Portanto, entender a
dindmica dos anticorpos em relacdo ao Dengue € essencial. Neste estudo, focaremos na avaliacao
do repertorio de células B induzido pela vacinagdo. Além de analisar a diversidade celular, também
investigaremos aspectos como polivaléncia, somaticidade e maturagdo da afinidade. Avaliaremos,
ainda, a especificidade e afinidade dos anticorpos produzidos, buscando decifrar o perfil da
resposta humoral gerada apo6s a imunizagdo. Adicionalmente, entender como a vacina modula as

respostas imunes em diferentes faixas etarias € crucial para adaptar e otimizar estratégias vacinais.

Objetivos especificos:
Em individuos vacinados pela QDenga e em individuos apos um episédio de infecgdo
aguda
I.  Avaliar o perfil imunolégico geral de nas diferentes faixas etarias;
II. Caracterizagdo detalhada das respostas imunologicas humoral e celular virus-
especifica;
III.  Avaliacdo do repertorio de células B ¢ isolamento de anticorpos monoclonais.
6. Resultados Esperados
Tendo em vista os objetivos descritos no item 5 do projeto, os resultados esperados sdo:
I.Descricdo detalhada da resposta imune induzida apds vacinagdo e infec¢do em
participantes adultos jovens ou idosos previamente expostos ou ndo a dengue.
Il.Identificacdo fatores imunes (imunidade celular ou humoral) associados com protec¢do

antiviral induzidos apos vacinagao.
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Ill.1dentificagdo dos clones de células B virus especifico expandidos ¢ mantidos apds
vacinagdo, e isolamento de anticorpos monoclonais com maior capacidade de

neutralizagdo viral.

7. Metodologia

O estudo ¢ um estudo de coorte que sera conduzido na Unidade de Pesquisa Clinica do CT Terapias
da UFMG. O estudo sera divulgado em saude, clinicas e na UFMG através de folhetos e midias
sociais. Serdo recrutados participantes potenciais com um teste laboratorial positivo obtido durante
a triagem de rotina e participantes sem apresentacdo clinica aguda de dengue. O Estudo terad
duragdo de 36 meses ou até alcance do niimero de individuos planejados.
7.1 Desenho basico

Esta pesquisa ¢ um estudo de coorte prospectiva em que dois coortes principais serao
estabelecidos (ver Figura 1):

1. Participantes que receberdo a Vacina QDenga (Takeda) — Coorte Vacinal

2. Participantes com diagndstico de infeccdo aguda virologicamente confirmada (RT-

PCR ou NS positivos) pelo DENV — Coorte infecgio.
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Coorte vacinal
N=100

vacinados com

aQDenga
18-60 anos 61-90 anos
N=50 N= 50
Dengue Dengue Dengue Dengue
1gG+ IgG- 1gG+ IgG-
N=25 N= 25 N= 25 N= 25
Coorte Infecgio Individuos com
Dengue
18-60 anos 61-90 anos
N=50 N=50
Dengue Dengue Dengue Dengue
1gG+ I1gG- 1gG+ IgG-
N=25 N=25 N= 25 N=25

Figura 1: Desenho basico dos dois coortes do estudo. Total de
200 participantes.

Coorte Vacinal

Iremos recrutar 100 participantes, homens e mulheres, com idades entre 18 e 90 anos,

estratificados de acordo com a idade e exposicao prévia ao DENV (exposicao prévia definida como

IgG+ para dengue).

- Grupo coorte Vacinal 1 (CV1) - 50 participantes com idade entre 18 e 60 anos. Entre
eles, 25 participantes terdo sido previamente expostos ao virus da dengue e os demais 25
participantes serdo naive, isto ¢ ndo tendo sido previamente infectados pelo virus. Para ser
considerado ndo exposto ao DENV, o individuo fard um teste rapido de anti-DENV IgG
imediatamente antes da vacinac¢do (resultado negativo — Dengue IgG-; resultado positivo — Dengue
IgG+). Posteriormente faremos o ensaio de Elisa (Anti-DENV IgG) e ensaio de soroneutralizacao

para confirmar o teste rapido e definir a real exposi¢ao prévia neste individuo.

V1
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- Grupo coorte Vacinal (CV2) - 50 participantes com idade entre 61 e 90 anos serdao
recrutados. Entre eles, 25 participantes terdo sido previamente expostos ao virus da dengue e os
demais 25 participantes serdo naive, isto ¢ nao tendo sido previamente infectados pelo virus. Para
ser considerado ndo exposto ao DENV, o individuo fard um teste rapido de anti-DENV IgG
imediatamente antes da vacinac¢do (resultado negativo — Dengue IgG-; resultado positivo — Dengue
IgG+). Posteriormente faremos o ensaio de Elisa (Anti-DENV IgG) e ensaio de soroneutralizacao
para confirmar o teste rapido e definir a real exposi¢@o prévia neste individuo.

Apos a obtencdo do consentimento, serdo realizadas as seguintes visitas Coorte Vacinal:

- Visita 1 (V1) ou visita inicial — Avaliagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, exame
clinico e coleta de amostras antes da vacinacdo (Baseline). Apds a coleta, o
participante sera vacinado pela vacina QDenga e ficara em observagao pelo periodo
minimo de 30 min.

- Visita 2 (V2) — 3 meses apds a primeira dose da vacina, o participante serd examinado
pela equipe médica, serdo coletadas novas amostras de sangue, serd administratada
a segunda dose da vacina QDenga e o participante ficard em observagdo pelo
periodo minimo de 30 min.

- Visita 3 (V3) — 7(£1) dias apos a segunda dose vacinal. O participante sera
examinado pela equipe médica e serdo coletadas amostras de sangue.

- Visita 4 (V4) — 2 meses ap0s a segunda dose vacinal. O participante serd examinado
pela equipe médica e serdo coletadas amostras de sangue.

- Visita 5 (V5) — 6 meses ap0s a segunda dose vacinal. O participante serd examinado
pela equipe médica e serdo coletadas amostras de sangue.

De cada participante incluido neste estudo serdo coletadas as seguintes amostras de sangue
para a realizacdo de exames laboratoriais complementares em cada uma das visitas previstas no
estudo (detalhados abaixo):

- 27 ml de sangue em Heparina para obten¢do de PBMC (3 tubos de 9ml);

- 4 ml de sangue em EDTA para obter plasma (citocinas, RNA, “buffy coat”);

- 5 ml de sangue para obtencao de soro (resposta imune humoral).

Coorte Infeccio
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Iremos recrutar 100 participantes, homens e mulheres, com idades entre 18 e 90 anos, com
diagnostico de dengue virologicamente confirmado (RT-PCR ou NS1 positivos) em até 5 dias do
inicio dos sintomas e estratificados de acordo com a idade e exposi¢do prévia ou ndo ao DENV
(exposi¢ao prévia definida como IgG+ para dengue).

- Grupo coorte Infecciao 1 (CI1) - 50 participantes com idade entre 18 e 60 anos. Entre
eles, 25 participantes terdo sido previamente expostos ao virus da dengue e os demais 25
participantes serdo naive, isto ¢ ndo tendo sido previamente infectados pelo virus. Para ser
considerado ndo exposto ao DENV, o individuo fard um teste rapido de anti-DENV IgG (resultado
negativo — Dengue IgG-; resultado positivo — Dengue 1gG+). Posteriormente faremos o ensaio de
Elisa (Anti-DENYV IgG) e ensaio de soroneutraliza¢do para confirmar o teste rapido e definir a real
exposi¢do prévia neste individuo.

- Grupo coorte Infeccdo (CI2) - 50 participantes com idade entre 61 e 90 anos serao
recrutados. Entre eles, 25 participantes terdo sido previamente expostos ao virus da dengue e os
demais 25 participantes serdo naive, isto ¢ nao tendo sido previamente infectados pelo virus. Para
ser considerado ndo exposto ao DENV, o individuo fard um teste rapido de anti-DENV IgG
(resultado negativo — Dengue IgG-; resultado positivo — Dengue IgG+). Posteriormente faremos o
ensaio de Elisa (Anti-DENV IgG) e ensaio de soroneutraliza¢do para confirmar o teste rapido e

definir a real exposicdo prévia neste individuo.

Apobs a obtencdo do consentimento e confirmacdo do diagndstico, serdo realizadas as
seguintes visitas no Coorte Infecgdo.
- Visita 1 (V1) ou visita inicial — Avaliag@o dos critérios de inclusdo e exclusdo, exame
clinico e coleta de amostras.
- Visita 2 (V2) — 2 meses apos o diagndstico atual de dengue. O participante sera
examinado pela equipe médica e serdo coletadas amostras de sangue.
- Visita 3 (V3) — 6 meses apos o diagndstico atual de dengue. O participante sera

examinado pela equipe médica e serdo coletadas amostras de sangue.
De cada participante incluido neste estudo serdo coletadas as seguintes amostras de sangue

para a realizacdo de exames laboratoriais complementares em cada uma das visitas previstas no

estudo (detalhados abaixo):
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- 30 ml de sangue em Heparina para obtengdo de PBMC (3 tubos de 10ml);

- 4 ml de sangue em EDTA para obter plasma (mediadores inflamatdrios);

- 4 ml de sangue para obtencao de soro (resposta imune humoral).

Como nio ¢ possivel detalhar exatamente o dia da infeccdo aguda (picada pelo mosquito
infectado) em pacientes com dengue, as amostras de entrada do coorte de infec¢do (V1) serdo
comparadas as amostras coletadas durante a V3 (7° dia apds a segunda dose da vacina) no coorte

de vacinagao.

7.3 Triagem e Avaliaciao de Elegibilidade

Como mencionado acima, este estudo tera dois coortes.

No coorte vacinal, serdo selecionados individuos de ambos os sexos de 18-90 anos de
idade e que ndo apresentem as contraindicagdes em bula da vacina (gravidez, lactante,
imunossuprimidos). Para pacientes do sexo feminino com potencial reprodutivo, serdo oferecidos
gratuitamente métodos anticoncepcionais a serem acordados entre o participante € o co-

investigador que atendera o participante no dia.

Critérios de inclusdo coorte vacinal:

1. Participantes entre 18-90 anos de idade que aceitem participar do estudo.

2. Auséncia de quadro clinico agudo no momento da vacinagao.

Critérios de exclusdo coorte vacinal:

1. Participantes menores de 18 anos

2. Participantes que ndo estiverem disponiveis para realizar as visitas planejadas do
estudo;

3. Participantes que ndo concordarem em assinar o TCLE;

4. B-HCG positivo no dia da vacinacao, no caso de mulheres com potencial reprodutivo;

5. Participantes Gravidas ou que planejam engravidar nos préximos 3 meses apés a tltima
dose da vacina.

6. Participantes amamentando

7. O participante com um defeito conhecido ou suspeito do sistema imunoldgico que pode

influenciar a resposta imunoldgica a vacina, como participantes com imunodeficiéncia
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congénita ou adquirida, incluindo infec¢ao pelo HIV, estado pos-transplante de 6rgao
ou terapia imunossupressora dentro de 4 semanas antes da Visita 1. A terapia
imunossupressora ¢ definida como a administragdo cronica de prednisona (mais de 14
dias) ou equivalente >2 mg/kg/dia nas 4 semanas anteriores a entrada no estudo,
radioterapia ou drogas citotoxicas imunossupressoras/anticorpos monoclonais nos 3

anos anteriores; esteroides topicos e inalatdrios sdo permitidos.

No coorte infeccio, serdo selecionados individuos de ambos os sexos de 18-90 anos de
idade com diagnostico de dengue virologicamente confirmado (RT-PCR ou NS1 positivo) com até

5 dias do inicio dos sintomas.

Critério de inclusdo no coorte infeccao:
1. Participantes entre 18-90 anos de idade
2. Caso de dengue aguda até 5 dias do inicio dos sintomas
3. Diagnéstico confirmado de Dengue (RT-PCR ou NSI1 positivo)
4

Que aceitem participar do estudo.

Critério de exclusdo no coorte infeccio:
1. Participantes menores de 18 anos
2. Participantes com mais de 5 dias de sintomas
3. Participantes que ndo concordarem em assinar o TCLE.

4. Participantes que ndo estiverem disponiveis para realizar as visitas planejadas do estudo;

7.4 Local do Estudo

O estudo serd de responsabilidade e serd realizado na Unidade de Pesquisa Clinica do
Centro de Terapias Avancadas e Inovadoras da UFMG. Todo os membros da equipe da unidade
de Pesquisa Clinica do Centro de Terapias da UFMG deverao possuir certificados de adequacao
para cada funcdo (enfermeiro, médico clinico etc.) que desempenham. Todo o laboratério de
suporte e equipe de pesquisa que manipula amostras e dados bioldgicos sao treinados e certificados
para boas praticas clinicas [p.e., Programa da Iniciativa de Treinamento Institucional Colaborativo

(CITD)], conforme exigido pelas boas praticas de pesquisa clinica. Além disso, todo a equipe sera
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treinada anualmente em POPs detalhados que cobrem todos os itens de pesquisa clinica, incluindo

a confidencialidade e privacidade do paciente.

7.5 Consentimento informado.

Versoes escritas dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecidos (TCLE) serdo
apresentadas aos participantes detalhando a natureza exata do estudo, o que isso envolvera para o
participante e quaisquer riscos envolvidos na sua participacdo. Cada participantes assinara o TCLE
correspondente ao coorte em participard. Sera declarado claramente que o participante € livre para
se retirar do estudo a qualquer momento por qualquer motivo, sem prejuizo aos cuidados futuros
e sem obrigacdo de fornecer o motivo da retirada. O participante terd tanto tempo quanto for
necessario para ponderar as informagdes, desde que permanega elegivel e dentro do prazo de
recrutamento para o estudo, com a oportunidade de questionar o investigador ou outras partes
independentes para decidir se eles participardo. A aplicagdo do TCLE sera entdo documentada por
uma assinatura do participante com a data e a assinatura da pessoa que o apresentou e obteve o
consentimento. A pessoa que obteve o consentimento deve ser devidamente qualificada e
experiente e ter sido delegada a fazé-lo pelo PI do site. Uma via do TCLE assinado sera entregue
ao participante, a outra via assinada sera arquivada no centro de pesquisa.

A vacina QDenga esta aprovada para uso clinico no Brasil, mas ndo ¢ recomendada para
uso em gestantes. Durante este estudo, para as participantes do sexo feminino da Coorte Vacinal,
por se tratar de uma vacina de virus vivo atenuada, todo cuidado serd tomado para evitar exposi¢ao
das mulheres gravidas a vacina. Portanto, todas as participantes do sexo feminino serdo
consideradas com potencial de engravidar, exceto aquelas que tenham antecedente documentado
de histerectomia, laqueadura ou estejam na menopausa (12 meses de amenorreia apds seu tltimo
periodo menstrual).

Serdo excluidas do estudo mulheres em idade reprodutiva com Gravidez confirmada por
teste B-hCG (realizado na admissdo), estar amamentando e/ou manifestar intengdo de ter praticas
sexuais com potencial reprodutivo sem uso de método contraceptivo nos trés meses seguintes a
vacinagdo. Para participantes do sexo feminino com potencial de engravidar, o médico do estudo
avaliard a necessidade de iniciar a utilizacdo de um método contraceptivo antes do recebimento da
vacina. Os métodos contraceptivos ndo serdo obrigatorios caso a voluntaria declare isenta ao risco

de engravidar, quer por ndo exercer praticas sexuais ou por exercé-las de forma ndo reprodutiva,
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até 1més apds a vacina. Se ainda assim a paciente se engravidar nos proximos 3 meses apds a
segunda dose da vacina, ela sera acompanhada durante toda a gravidez em servico especializado

de Obstetricia até o parto, e se necessario, até um periodo de 6 semanas apds o parto.

7.6 Tamanho Amostral

O estudo avaliard se a média/ mediana de pardmetros clinicos, epidemioldgicos e
moleculares sera influenciada de trés fatores (status vacinal, idade, exposi¢do a dengue) com dois
niveis cada (vacina¢do x infec¢do prévia, 18-60 x 61-90 anos, exposi¢do X nao exposicdo a
dengue). Serdo necessarios 25 individuos alocados em cada um dos oito grupos (tratamentos) (total
de 200 participantes) para atingir um poder de 80%, considerando um nivel de significancia de 5%
e capacidade de deteccdo de um tamanho de efeito f de média magnitude (f = 0.2). O célculo

amostral foi realizado no programa G*Power versao 3.1.9.4

7.7 Procedimentos da pesquisa
7.71 Coorte Vacinal:
Visita 1 (V1) ou visita inicial —

O participante serd acolhido pelo grupo de pesquisadores do projeto, que explicara todo o
estudo e sanaré suas duvidas. Havendo o consentimento por escrito para participar do estudo, sera
feito a avaliag¢do de elegibilidade e, se confirmada, o participante serd incluido no estudo. Serdo
obtidos dados demograficos basicos, questionamento sobre doengas prévias e uso de medicacao
concomitante. O participante fard um exame fisico detalhado. Serdo obtidas amostras de sangue
como detalhado no protocolo. O participante serd vacinado com a primeira dose da QDenga
conforme recomendacdo do fabricante, ¢ serd observado por 30 min, momento no qual serdo
discutidas medidas de prevencao da gravidez, quando couber. O participante sera solicitado para
retornar em 3 meses ap6s a dose inicial. O participante receberd um ntimero de telefone da equipe
e podera entrar em contato caso tenha alguma duvida em relagdo ao estudo ou tenha alguma dtivida
sobre a vacinagdo. Ele podera também retornar caso haja alguma diivida médica ou necessite de

atendimento.

Visita 2 (V2) — 3 meses (+ 2 semanas) ap0s a primeira dose da vacina,
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O participante serd acolhido pelo grupo de pesquisadores do projeto e sera encaminhado
para aferi¢do de dados vitais. Serdo revistos os dados do uso de medicagdo concomitante. O
participante terd um exame fisico detalhado, serdo obtidas amostras de sangue como detalhado no
protocolo. O participante serd vacinado com a segunda dose da QDenga conforme recomendagao
do fabricante ¢ serd observado por 30 min, momento no qual serdo discutidas medidas de

prevencao da gravidez, quando couber e serd solicitado para retornar em 7 dias.

Visita 3 (V3) — 7(£1) dias ap6s a segunda dose vacinal.

O participante serd acolhido pelo grupo de pesquisadores do projeto e sera encaminhado
para afericdo de dados vitais. Serdo retiradas quaisquer duvidas relatadas pelo participante. O
participante terd um exame fisico detalhado, serdo obtidas amostras de sangue como detalhado no

protocolo e serd solicitado para retornar em 8 semanas (2 meses apds a segunda dose da vacina).

Visita 4 (V4) — 2 meses (+ 2 semanas) apos a segunda dose vacinal.

O participante serd acolhido pelo grupo de pesquisadores do projeto e sera encaminhado
para afericdo de dados vitais. Serdo retiradas quaisquer duvidas relatadas pelo participante. O
participante terd um exame fisico detalhado, serdo obtidas amostras de sangue como detalhado no

protocolo e seré solicitado para retornar em 4 meses (6 meses ap6s a segunda dose da vacina).

Visita 5 (V5) — 6 meses (+ 3 semanas) apos a segunda dose vacinal.

O participante serd acolhido pelo grupo de pesquisadores do projeto e sera encaminhado
para afericdo de dados vitais. Serdo retiradas quaisquer duvidas relatadas pelo participante. O
participante terd um exame fisico detalhado, serdo obtidas amostras de sangue como detalhado no

protocolo. O participante encerrara sua participagao no estudo.

7.7.2 Coorte Infecgdo.
Visita 1 (V1) ou visita inicial —

O participante com diagndstico de dengue serd acolhido pelo grupo de pesquisadores do
projeto, que explicara todo o estudo e sanara suas duvidas. Havendo o consentimento por escrito
para participar do estudo, sera feito a avaliacdo de elegibilidade e, se confirmada, o participante

serd incluido no estudo. Serdo obtidos dados demograficos basicos, questionamento sobre doengas
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prévias e uso de medicagdo concomitante. O participante fara um exame fisico detalhado. Serdo
obtidas amostras de sangue como detalhado no protocolo. O participante serd informado sobre os
riscos da doenga e procedimentos necessarios para evitar a progressao da mesma, sempre seguindo
as recomendacdes basicas da rede Municipal de saude. O participante receberd um numero de
telefone da equipe e podera entrar em contato caso seu quadro clinico deteriore ou haja qualquer
duvida sobre sua participagcdo ou sobre sua doenca. Ele poderd também retornar ao centro caso

haja alguma duvida médica ou necessite de atendimento.

Visita 2 (V2) — 2 meses (+ 2 semanas) apos o episddio agudo de infec¢do (considerada como a
V).

O participante serd acolhido pelo grupo de pesquisadores do projeto e sera encaminhado
para afericdo de dados vitais. Serdo retiradas quaisquer duvidas relatadas pelo participante. O
participante terd um exame fisico detalhado, serdo obtidas amostras de sangue como detalhado no

protocolo e serd solicitado para retornar em 4 meses (6 meses apos o episodio de infec¢do aguda).

- Visita 3 (V3) — 6 meses (+ 3 semanas) apos o episodio agudo de infec¢do (considerada como a
V).

O participante serd acolhido pelo grupo de pesquisadores do projeto e sera encaminhado
para afericdo de dados vitais. Serdo retiradas quaisquer duvidas relatadas pelo participante. O
participante terd um exame fisico detalhado, serdo obtidas amostras de sangue como detalhado no
protocolo. O participante encerrara sua participa¢do no estudo ou acompanhamento podera ser

mantido apenas a critério médico.

7.8 Procedimento com as amostras do estudo

As amostras serdo transferidas para instalagdes do laboratério do Centro de Terapias da
UFMG, onde serdo submetidas a testes de acordo com as melhores praticas de medidas de
laboratério e procedimentos de seguranga. Os pacientes que consentem podem rescindir seu
consentimento até a conclusdo do estudo. A menos que solicitado, as amostras coletadas antes da
data de retirada serdo retidas para andlise do estudo. As amostras de sangue serao rotuladas com
um namero de identificagdo (ID), mas ndo com o nome do paciente. Qualquer teste adicional além

do indicado neste estudo sera testado somente apds a permissio do Comité de Etica local.
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7.8.1 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

Para o isolamento das PBMCs e plasma, amostras de sangue total dos voluntarios serdo
coletadas em tubos contendo heparina. As células serdo isoladas por centrifugacdo em gradiente
de densidade, utilizando 20 mL de Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, EUA) para cada 10 mL de
sangue seguido de 40 minutos de centrifugacdo a 200G. O plasma sera armazenado para analises
posteriores e a monocamada de PBMCs obtida serd coletada e transferida para tubo estéril
contendo 40mL de PBS e centrifugadas a 400G por 10 minutos. Apds a lavagem com PBS, as
células serdo ressuspensas em 1 mL de meio RPMI suplementado com 10 % de soro fetal bovino
(FBS). A viabilidade celular serd avaliada através da contagem das células utilizando o corante
Azul de Trypan 0,2%. Apds andlise da viabilidade, as células serdo congeladas em FBS 10%

DMSO e armazenadas em freezer -80°C.

7.8.2 Avaliacio da resposta imune celular

Para andlise da resposta imune mediada por células, as PBMCs obtidas de participantes
vacinados conforme descrito anteriormente, serdo distribuidas em microplacas de cultura estéreis
e estimuladas com DENV inativado por 2 horas por radia¢do ultravioleta ou outro estimulo
relevante (antigeno ou estimulacdo inespecifica de leucocitos). Para controle negativo, as PBMCs
serdo incubadas com meio RPMI. Apds 24 a 48 horas, os sobrenadantes das culturas serdo
coletados para dosagem mediadores inflamatorios e da resposta imune, incluindo a dosagem de

citocinas e quimiocinas através da técnica de ELISA ou similar (eg. Mesoscale).

7.8.3 Medicoes de citocinas e quimiocinas

O plasma do paciente sera isolado apds centrifugacdo e aliquotas serdo armazenadas a -
80°C. Os niveis de citocinas, quimiocinas e outros marcadores imunoldgicos serdo medidos
utilizando o painel Plex Human Cytokine Array/Chemokine Array 71-403 (HD71). Todas as

amostras serdo medidas apds o primeiro descongelamento.
7.8.4 Caracterizacao fenotipica de leucocitos do sangue e single-cell analises

PBMC:s de pacientes vacinados serdo plaqueadas em placas de 96 pogos na concentragdo

de 1x10 células, sob estimulo DENV inativado, pool de peptideos virais especificos para células
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T CD4 e CD8 por 24h. Controles serdo realizados utilizando antigeno, PMA/Ionomicina ou na
auséncia de estimulo. As células serdo cultivadas na presenca de Brefeldina nas ultimas 8h de
estimulo (Golgi Stop, BD) para interrupg¢ao da secrecdo de citocinas em cultura. As PBMCs serdao
lavadas por duas vezes com PBS e serdo centrifugadas a 300g por 10 minutos, para remocao de
qualquer proteina soluvel no meio de cultura, e incubadas com reagente de viabilidade celular
(Live/Dead Fixable Dead Cell Stains), conforme recomendado pelo fabricante (Invitrogen). A
suspensao celular sera marcada com 4 painéis contendo anticorpos para a avaliacdo do grau de
ativagdo de células mieloides e linfocitos B e T e mononucleares. A incubagdo com os anticorpos
extracelulares sera realizada por 20 minutos e as células serdo lavadas duas vezes por centrifugacao
por 4 minutos a 300xg com tampao de FACS (PBS, 0,1% BSA, 2mM azida). Posteriormente a
suspensao celular sera fixada e permeabilizada para a avaliacdo da produgdo de mediadores e
presenga de marcadores intracelulares. Para fixacao e permeabilizagdo serdo utilizados os tampdes
eBioscience (Intracellular Fixation and Permeabilization Buffer), de acordo com as especificagdes
do fabricante. A incubagdo, com os anticorpos extracelulares sera realizada por 20 minutos e as
células serdo lavadas por centrifugacdo por 4 minutos a 300xg com tampao de FACS. A anélise
dos dados sera realizada utilizando o programa FlowJo 10 (TreeStar). Para anédlise mais profunda
de células T virus especificas, apos estimulo ex-vivo com antigenos virais € marca¢ao por
citometria de fluxo, células T recém ativadas serdo sortadas e coletadas para andlises de
sequenciamento do receptor de células T (TCR) para caracterizacdo da diversidade e clonalidade

apOs vacinagao.

7.8.5 Caracterizac¢io de plasmocito e células B de memoria virus-especificas

Para analise da resposta imune mediada por células B, as PBMCs obtidas de participantes
vacinados conforme descrito anteriormente, serdo distribuidas em microplacas de cultura estéreis
na concentra¢do de 1x10° células e estimuladas ex-vivo com antigenos virais.

Ap0s a estimulagdo, plasmocitos e células B de memoria especificas serdo identificadas e
quantificados por citometria de fluxo utilizando marcadores de superficie celular especificos,
incluindo CD19 e CD27, entre outros. Posteriormente, essas células B de memoria serdo isoladas
individualmente por triagem celular, permitindo a obtencdo de células B monoclonais especificas
para o antigeno. O repertorio e a clonalidade das células B serdo analisados por sequenciamento

dos receptores de células B (BCR). Para producdo de anticorpos monoclonais, as células B

Vi Dengue Protect 31Ago02023 19



monoclonais serdo expandidas in vitro e o DNA das células isoladas serd sequenciado para

caracterizar o repertorio de imunoglobulinas.

7.8.6 Dosagem de IgG circulantes e soroneutralizacio

A dosagem de anticorpos IgG anti-DENV sera realizada utilizando-se kits de ELISA
comercialmente disponiveis e seguindo a recomendacdo do fabricante. Nos grupos controles
relevantes, faremos também a dosagem de anticorpos para CHIV. Nestas amostras procederemos
a realizagdo das reagdes de soroneutralizagdo em células Vero utilizando virus obtidos e isolados
na epidemia atual. O titulo de soro neutralizacdo sera calculado para a concentracdo do soro capaz

de inibir 50 e 90% das placas de lise em células Vero.

7.9 Dados e analise estatistica:

7.9.1. Acesso aos dados

O acesso direto sera concedido a representantes autorizados, comités de ética locais e
autoridades reguladoras para monitoramento e/ou auditoria do estudo para garantir a conformidade
com os regulamentos. Dados de resultado e dados de atribuicdo de tratamento serdo

disponibilizados para andlise em tempo real.

7.9.2. Tratamento de Dados e Manutenc¢io de Registros

Os dados do estudo clinico serdo registrados em CRFs e inseridos em um banco de dados
protegido por senha pelo PI do estudo local, enfermeira pesquisadora ou pessoa designada. O
banco de dados do estudo serd construido no sistema REDCap, um sistema de gerenciamento de
dados clinicos em conformidade com ICH GCP e regulagao do FDA, titulo 21 do Code of Federal
Regulations Parte 11. Sera hospedado em um servidor seguro e com acesso restrito.

Serdo tomadas medidas para garantir a ndo divulgacdo de informagdes potencialmente
prejudiciais aos pacientes. Registros em papel (por exemplo, informagdes de identificacdo do
paciente para fins de acompanhamento, registros de triagem e TCLEs assinados) serdo mantidos
em armarios trancados; os dados eletronicos s6 estardo acessiveis ao pessoal com contas de usuario
e senhas. O banco de dados contém uma trilha de auditoria que mantém o registro das alteracdes

nos dados e na atividade do usuario no banco de dados. Todos os dados eletrOnicos serdao

Vi Dengue Protect 31Ago02023 20



armazenados em servidores seguros com backup didrio, com armazenamento fora do local
semanalmente.

Os registros do paciente no local serdo, levando em consideragao a capacidade dos locais,
armazenados em ficharios na sala segura de acesso limitado. Os registros serdo retidos por pelo
menos cinco anos apos a conclusdo do estudo ou de acordo com a regulamentagdo local do local.

O banco de dados do estudo serda mantido indefinidamente.

7.9.3 Gerenciamento dos dados e analise estatistica.

O estudo sera conduzido de acordo com os regulamentos relevantes e procedimentos
operacionais padrao. O estudo serd conduzido em conformidade com este protocolo, as Diretrizes
da Conferéncia Internacional de Harmonizagdo (ICH) para Boas Praticas Clinicas (GCP) e
qualquer requisito regulamentar aplicavel. As amostras biologicas serdo processadas e
armazenadas de acordo com os POPs do Centro de Pesquisa. A validagdo dos dados sera realizada
para identificar erros ou discrepancias e, assim, garantir a integridade, validade e precisdo dos
dados.

As variaveis inteiras ou continuas serdo expressas por média e desvio-padrao ou mediana
e intervalo interquartilico. As variaveis categdricas serdo apresentadas com frequéncias absolutas
e relativas. A normalidade de varidveis sera testada com o teste de Shapiro-Wilk enquanto a
igualdade de variancia sera analisada com o teste F ou Bartlett. As diferengas de média ou mediana
serdo avaliadas por testes de Wilcoxon, Kruskal-Wallis, teste T ou andlise de variancia
considerando o numero de grupos e pressupostos de cada teste. As associagdes entre variaveis
categoéricas serdo testadas por teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson. Os coeficientes
de correlagdo de Pearson ou Spearman serdo estimados para explorar a existéncia de associagao
linear entre variaveis continuas ou inteiras. Os modelos lineares e lineares generalizados serdo
utilizados para estruturas multivariadas e dados com relagdes temporais ou espaciais serdo
explorados com modelos de efeitos aleatérios ou equagdes de estimagdo generalizadas. As
estimativas de tempo até a ocorréncia de um evento serdo feitas através de modelos de Cox ou

equivalente ndo paramétricos. O nivel de significancia sera de 5%.
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8. Consideracdes éticas

Este estudo tem dois coortes: um coorte vacinal e um coorte de individuos com diagnostico
agudo de dengue. No coorte vacinal, utilizaremos uma vacina (QDenga) aprovada pela Anvisa
para uso em seres humanos. Os participantes serdo acompanhados durante o processo de
imunizacdo e até um periodo de 6 meses apos a segunda dose da vacina. No coorte infecgao,
acompanharemos participantes que tiverem um quadro agudo de dengue pelo periodo de 6 meses
com o objetivo de avaliar a resposta imune da doenga e comparar com individuos vacinados. Aos
pacientes serdo oferecidos os melhores tratamentos disponibilizados pelo sistema de satde e
sempre conforme as recomendagdes locais e nacionais para acompanhamento e tratamento das
arboviroses. Os riscos associados a participagdo na pesquisa envolvem o risco habitual da dengue
(no coorte infeccdo) ou da vacinagdo com uma vacina aprovada (coorte vacinal) e eventual
desconforto no exame clinico e na obtencao de amostras de sangue. Para minimizar esses riscos,
o acompanhamento e os exames serdo realizados por clinicos experientes e a colete de sangue sera
realizada por equipe treinada no processo e capaz de lidar com os efeitos adversos associados ao

procedimento (lipotimia e hematoma, em especial).

8.1. Declaracio de Helsinki
O Investigador garantird que este estudo seja conduzido de acordo com a revisdo atual da

Declaragao de Helsinki.

8.2. Diretrizes para Boas Praticas Clinicas
O Investigador garantird que este estudo seja conduzido de acordo com os regulamentos

relevantes ¢ com as Boas Praticas Clinicas (ICH GCP).

8.3. Aprovacgoes
O protocolo e o formulario de consentimento informado serdo submetidos aos comités de
ética local para aprovacdo por escrito. O Investigador apresentard e, quando necessario, obtera a

aprovacgao das partes acima para todas as alteragdes nos documentos originais aprovados.

Vi Dengue Protect 31Ago02023 22



8.4. Confidencialidade do paciente

A equipe do estudo ird garantir que o anonimato dos participantes seja mantido. Os
participantes serdo identificados apenas por um numero de identificagdo do participante em todos
os documentos do estudo e em qualquer banco de dados eletronico, com exce¢do da CRF, onde as
iniciais do participante podem ser adicionadas. O nome e qualquer outro detalhe de identificagao
NAO serdo incluidos em nenhum arquivo eletrdnico de dados do estudo. Todos os documentos
serdo armazenados de forma segura e acessiveis apenas pela equipe do estudo, o Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos e eventuais auditores externos do estudo. Todos os documentos
serdo armazenados de forma segura e acessiveis apenas pela equipe do estudo e pessoal autorizado.
O estudo estard em conformidade com a Lei de Protecdo de Dados 2018, que exige que os dados
pessoais ndo sejam mantidos como dados identificaveis por mais tempo do que o necessario para

os fins em questao.

8.5. Despesas
Os participantes serdo reembolsados por quaisquer custos associados a pesquisa incluindo
custos de transporte ao local do estudo para as visitas programadas e alimentagdo, tanto para

participantes quanto para seu acompanhante.

8.6. Riscos

Os riscos associados a participagdo na pesquisa envolvem eventual desconforto no exame
clinico e na obten¢do de amostras de sangue. Para minimizar esses riscos, 0s exames Serao
realizados por clinicos experientes € a de sangue coleta serd por equipe treinada no processo e
capaz de lidar com os efeitos adversos associados ao procedimento (lipotimia e hematoma, em

especial).

8.7. Beneficios

A participagdo no estudo poderd eventualmente beneficiar o sujeito da pesquisa. Na
eventual identificacdo de problemas clinicos, o sujeito serd encaminhado para propedéutica e/ou
terapéutica no sistema de saude. Embora um paciente individual possa ndo se beneficiar

pessoalmente, este estudo deve ajudar no desenvolvimento de novas vacinas para a dengue. Os
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participantes serdo reembolsados pelos custos associados a viagem ao local do estudo e

alimentacao.

9. Cronograma de atividades

Coorte vacinal

Procedimentos Visita 01 Visita 02 Visita 03 Visita 04 Visita 05

Inclusao 3 meses apos 7 dias apés 2 meses apos | 6 meses apos
1? dose 2? dose 2* dose 2 dose

Consentimento X

informado

Avaliacdo de X

elegibilidade

Dados X

demograficos,

Historia médica e

exame fisico

Revisdo de dados X X X X

clinicos pos

vacinais € exame

fisico

Sangue

Heparina 30 m1* X X X X X

EDTA 3,5 ml® X X X X X

SST 3,5 ml° X X X X X

a-  Sangue heparinizado sera utilizado para obtencdo de PBMC e posterior estudo da resposta imune.
b- O sangue EDTA ser4 utilizado para obtengdo de plasma e posterior mensuragdo de mediadores inflamatorios.
c- O sangue em SST sera utilizado para obteng@o de soro e avaliagdo de anticorpos circulantes.

Coorte Infeccio

Procedimentos Visita 01 Visita 02 Visita 03
Infeccao 2 meses apos | 6 meses apos

infecgcio infecgcio

Consentimento informado X

Avaliagdo de elegibilidade X

Dados demograficos, Historia médica X

e exame fisico

Exames complementares a critério X

médico

Exame Clinico de acompanhamento X X

Sangue

Heparina 30 mI* X X X

EDTA 5 ml° X X X

SST 5 ml° X X X

a-  Sangue heparinizado sera utilizado para obten¢do de PBMC e posterior estudo da resposta imune.
b- O sangue EDTA ser4 utilizado para obtengdo de plasma e posterior mensuragdo de mediadores inflamatorios.
c- O sangue em SST sera utilizado para obteng@o de soro e avaliagdo de anticorpos circulantes.
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10. Financiamento

O estudo sera financiado por recursos proprios e advindos do Instituto Nacional de Ciencia
e Tecnologia em Dengue e Interagdes microorganismo-hospedeiro, projeto este financiado pelo
CNPg/Fapemig e CAPES (Projeto nimero [465425/2014-3] - CHAMADA PUBLICA
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